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ApplicationofaNovelMethodofDoubleAPAAPStainlng
WithSubsequentQuantitativeImageAnalysistothe
ExaminationofIntegrinExpressioninUndiffbrentiated－tyPe
GastricCarcinomas
【研究の目的】
Todisclosethepatternofintegrinphenotype（IP）alterationsofduringthe
PrOgreSSionofundif托rentiated－tyPegaStriccarcinomas（UGC）．
【方法】
Weuseddoublealkaline－Phosphataseanti－alkaline－Phosphatase（APAAP）
StainlngaSthemostsensitive：
l）thelststep－Stainingwithoneofllmouseanti－integrinantibody（α1，
α2，α3，α5，α6，αV，β1，β4，αⅤβ3，αⅤβ5，αⅤβ），
2）the2nd－Stainingwithmouseanti－POly－CytOkeratinantibody．
Microwaveboilingwasperformedbetweenthe丘rstandthesecondstepsto
avoidtheantibodiescross－reaCtivlty．Thepurposeofthesecondstepwasto
includeincalculations onlycancercells，WhichinUGC couldbemixed
Withinflammatorycellsinearlycarcinomas and stromalcellsindeeper
pa止S・
Microphotosweretakenaftereachstepandmergedbycomputertoobtain
“immunofluorescent－like”images．4－5丘eldsindiffbrenttumordepthof27
UGCandlymph node（LN）metastasis were examined to calculate the
fractionofintegrin－POSitivecellsamonglOOofcytokeratin－POSitivecancer
cells．
【結果】
1．Innon－neOPlastic（NN）stomachmucosasomeepithelialandubiquitous
（α2，α6，andβ1）integrinsubunits（IS）showedaunibrmlypositivepattern，
whereas otherS（α3andβ4）showed vertical gradients of distributiont
MesenchymalIS（Cll，α5）werenotexpressed・αⅤ－fhmilyintegrinswere
observedinareasofreactivechanges．
（備考）1．論文内容要旨は、研究の目的・方法・結果・考察・結論の順に記載し、2千字
程度でタイプ等で印字すること。
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2tDuringdeeperinvasionofUGCtheexpressionof：
a）epithelialandubiquitousISshowedsigni且canttrendstoWardadecrease，
b）mesenchymal andαⅤ－family（expectαⅤβ6）integrin andIS was
enhancedsigni丘cantly．
3・The expression ofαⅤβ6integrinwas signi且cantlyupregulatedinLN
metastasis．
4．TheexpressionofmesenchymalISwasslgni丘cantlyhigherinthecells
invadingthroughthemusclethaninthoseinvadingthroughtheperimyslum．
【考察】
OurpresentresultsconcernlnglntegrlneXPreSSioninNNstomachepithelia
haverecon丘rmedandexpandedmostofthepreviousdatathatwerebased
OnIF－andhorse－radish－PerOXydase－basedstudies．
We have demonstrated the trend that the deeper UGCinvadedin the
StOmaChwall，thelessepithelialISandmoremesenchymalISofβ1fhmily
Were eXPreSSed．ThistrendmayreflectEMT，Whichis commonintumor
PrOgreSSion．IntegrinEMTwas mostprominentincancer cells mlgratlng
throughthesmooth一muSClecellsofthemuscularisproprla，SuggeStlngthe
necessltyOfthe丘broblast－1ikemotilitymechanism丘）rSuChmovement．
ThetrendofgradualenhancementofαVfhmilylntegrlneXPreSSionasthe
tumorinvadesdeepermayreflectthenotionthatintegrlnSOfthisfhmilyare
linkednotonlywithcarcinogenesisbutalsowithUGCtumorprogression
andhistologlCalpatternformation．
【結論】
Our results have demonstrated that the novel method ofdouble APAAP
Stainlng With subse－quent quantitative analysIS Of digitalimagesis
applicable to analyses ofintegrlnS eXPreSSionin UGC，in which the
recognltlOnOfcancercellsisnoteasy．
IncomparisonwithroutineIHC／IFstainlng，thismethodhasallowedusto
overcome the problem ofcrossreactivltyin double stainlng，tO PrOduce
more－quantitativeresults，therebywecoulddemonstrateEMTandintegrln
Otherrepertoirealterationsintumorprogression・
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（学位論文審査の結果の要旨）
未分化型胃癌は、問質と接する面が多く、癌細胞と問質との相互作用の研究に適して
いるが、腫瘍細胞と間質細胞との識別が容易でなく、上皮間菓転換の研究には工夫が必
要であった。本研究では、上皮間質問相互作用で重要な働きをしているインテグリンに
着目し、同一切片でSequentialにインテグリンと上皮マーカーの二重免疫染色を行い、
各ステップの画像をコンピュータ上で重ね合わせ、定量的解析を行なう手法を開発し
た。これを個々の腫瘍の複数個所に用いて、癌進展に伴い、上皮インテグリンの発現低
下と、間菓インテグリン、がん胎児性インテグリンの発現元進を明らかにした。これは、
末分化型胃癌の進展に上皮開業転換が重要な役割を果たしていることを示唆している。
本論文は、上皮間菓間相互作用の研究に有効な方法論を開発し、それを用いて腫瘍進
展の研究に新たな知見を加えたものであり、最終試験として論文内容に関連した試問を
受け、博士（医学）の学位論文に値するものと認められた。
（平成　22　年1月　26　日）
